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特定激活性吞噬受体的配体与广谱肿瘤

抗原的化学生物学桥接

张国秀ꎬ郑晨晨ꎬ赵智辉

(南京师范大学生命科学学院ꎬ生物化学与生物制品研究所ꎬ江苏省分子与医学生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 目前肿瘤疫苗制备方法尚无法做到将广谱肿瘤抗原通过特定激活性吞噬受体途径递送给抗原呈递细

胞ꎬ这可能是现有肿瘤疫苗临床疗效不佳的原因之一. 因此ꎬ本研究利用化学生物学方法ꎬ尝试将激活性吞噬受体

的配体与广谱肿瘤抗原连接ꎬ为制备肿瘤疫苗提供新的方法. 首先ꎬ通过非天然糖代谢掺入对培养的小鼠 ４Ｔ１ 乳腺

癌细胞和 ＣＴ２６.ＷＴ 结直肠癌细胞抗原进行标记ꎬ使糖基化肿瘤抗原携带叠氮化的唾液酸ꎬ利用流式细胞术和免疫

荧光技术确定代谢掺入的最优条件参数. 其次ꎬ利用生物正交反应使肿瘤抗原叠氮修饰位点再进一步共价缀合生

物素ꎬ利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测蛋白的生物素化情况. 最后ꎬ利用抗原－抗体结合原理ꎬ将小鼠抗生物素单抗( ＩｇＧ１ 亚

型ꎬ其 Ｆｃ 结构域是 ＩｇＧ１ＦｃＲ 的配体)与生物素化肿瘤抗原交联形成免疫复合物ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 判断最优交联参

数. 实验结果表明ꎬ唾液酸前体物代谢掺入能高效地使肿瘤细胞发生叠氮化修饰ꎬ最佳浓度是 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ、最佳时间

是 ２４ ｈꎻ通过生物正交反应能使叠氮化肿瘤抗原进一步生物素化ꎻ生物素化肿瘤抗原能高效地与抗生物素抗体形

成复合物ꎬ二者交联的最佳比例(ｗ / ｗ)是 ２０ / １(４Ｔ１)或 ２５ / １(ＣＴ２６.ＷＴ) . 结果证明ꎬ本研究通过化学生物学手段实

现了广谱肿瘤抗原与特定吞噬受体的配体的交联ꎬ在方法学上为研制新型肿瘤疫苗奠定了基础.
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２０１８ 年 ＧＬＯＢＯＣＡＮ 数据统计表明全球乳腺癌(Ｂｒｅａｓｔ ＣａｎｃｅｒꎬＢＣ)和结直肠癌(ＣｏｌｏＲｅｃｔａｌ Ｃａｎｃｅｒꎬ
ＣＲＣ)的发病率及死亡率都位居前列[１] . 三大传统疗法治愈率低且存在严重毒副作用ꎬ免疫治疗越来越受

到重视ꎬ成为肿瘤治疗史上的重大突破[２] . 在免疫治疗中ꎬ肿瘤疫苗具有耐受性好、低毒性和易于注射等

优点而受到专门研究ꎬ但存在疫苗免疫原性低、肿瘤异质性、肿瘤免疫逃避及抑制性肿瘤微环境等问

题[３－５]ꎬ使其尚未表现出显著的临床益处ꎬ这就亟需探索更有效的肿瘤疫苗制备方法.
目前ꎬ制备肿瘤疫苗的方法主要有以下几种:反复冻融法获取的肿瘤细胞全蛋白作为肿瘤疫苗ꎻ合成

已经明确的肿瘤抗原肽作为肿瘤疫苗ꎻ特定肿瘤抗原肽与特定激活性受体结合(如 ＨＥＲ２ 与 Ｆｃ 的融合蛋

白) [６]制备肿瘤疫苗ꎻ深度测序法鉴定肿瘤特异性新抗原(Ｔｕｍｏｒ Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎｅｏ￣ＡｎｔｉｇｅｎꎬＴＳｎＡ)后进行抗原

合成[７]制备肿瘤疫苗ꎻ将肿瘤抗原基因导入适当的细胞内ꎬ以表达该基因的肿瘤细胞作为肿瘤疫苗使用ꎻ
以及负载肿瘤抗原的树突状细胞(Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ＣｅｌｌｓꎬＤＣｓ) [８]作为肿瘤疫苗等等. 根据以上方法制备的肿瘤疫

苗形式多样ꎬ包括肽疫苗、ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 疫苗、ＤＣ 疫苗和全细胞疫苗等ꎬ但是每种疫苗应用时存在一定的

弊端ꎬ比如肽疫苗需要合适的免疫佐剂ꎬ且具有 ＨＬＡ 限制ꎻＤＮＡ / ＲＮＡ 疫苗有毒副作用、裸露的 ＤＮＡ 或者

质粒效果微弱、较难发现合适的载体ꎻＤＣ 疫苗的制备成本高且 ＤＣｓ 的分离、扩增、刺激成熟等过程仍具有

技术挑战[９]ꎻ全细胞疫苗可能会引发自身免疫ꎬ并且难以监测未知 ＴＡＡ 产生的免疫应答. 这些方法在临床

试验中未能展现出良好的治疗效果ꎬ可能的根本原因之一是尚无法做到将广谱肿瘤抗原通过特定激活性

吞噬受体途径递送给 ＡＰＣｓ.
目前ꎬ真正能诱发机体产生抗肿瘤免疫应答的是 ＴＳｎＡꎬ而 ＴＳｎＡ 的鉴定非常耗时耗财. 因此ꎬ经济快

捷地制备覆盖尽可能多 ＴＳｎＡ 的广谱肿瘤抗原ꎬ并使其通过激活性内吞受体递送从而激活免疫系统是一

个可行的策略.
本研究利用糖代谢掺入[１０]和生物正交反应[１１]ꎬ将肿瘤细胞表面唾液酸化肿瘤抗原与特定激活性吞

噬受体的配体进行桥接ꎬ尝试制备一种能够有效激活机体体液免疫和细胞免疫的肿瘤疫苗.

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂

四乙酰叠氮甘露糖胺 ( Ｔｅｔｒａａｃｅｔｙｌａｔｅｄ Ｎ￣Ａｚｉｄｏａｃｅｔｙｌ￣Ｄ￣ＭａｎｎｏｓａｉｎｅｍꎬＡｃ４ＭａｎＮＡｚ)、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８
ＤＩＢＯ Ａｌｋｙｎｅ、Ｃｌｉｃｋ￣ｉＴ ＤＩＢＯ￣ｂｉｏｔｉｎ 和 ＰｒｏＬｏｎｇ ® Ｇｏｌｄ Ａｎｔｉｆａｄｅ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎻ唾液酸

(Ｎ￣Ａｃｅｔｙｌｎｅｕｒａｍｉｎｉｃ ａｃｉｄ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＡｎｔｉ￣ｂｉｏｔｉｎꎬＨＲＰ￣ｌｉｎｋｅｄ Ａｎｔｉｂｏｄｙ 购自 ＣＳＴ 公司ꎻ ＩｇＧ Ｆｒａｃｔｉｏｎ
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 购自 Ｊａｃｋｓｏｎ ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ 公司ꎻＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ｂｅａｄｓ 和

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 磁珠购自 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司ꎻ无酶细胞消化液、Ｄ￣ＰＢＳ 购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ蛋白酶抑制剂混合物购自

Ｂｉｍｉｋｅ 公司ꎻ蛋白分子量标准购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻ多聚甲醛购自上海凌峰化学试剂有限公司ꎻ无水乙醇购自

广东光华科技股份有限公司ꎻＲＩＰＡ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ、苯甲基磺酰氟(ＰＭＳＦ)由本实验室配制.
细胞培养所使用的青霉素、链霉素、０.２５％胰蛋白酶和 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基购自 ＷＩＳＥＮＴ 公司ꎻ胎牛血

清(Ｆｅｔａｌ Ｂｏｖｉｎｅ ＳｅｒｕｍꎬＦＢＳ)购自康源公司.
１.２　 主要仪器

Ｄ－３７５２０ 台式离心机、ＢＢ５０６０ＵＶ 细胞培养箱、ＨＥＡＬ ＦＯＲＣＥ 生物安全柜、ＥＬｘ ８０８ 酶标仪、ＳＳ－３２５ 高

压蒸汽灭菌锅、ＤＣ１０１０ 恒温水浴锅、 ＩＸ５１ 倒置荧光显微镜、ＰＢ－２０ 酸度计、ＳＩＭ－Ｆ１２４ 雪花状制冰机、
ＰｏｗｅｒＰａｃ ２００ / ＨＣ / ３０００ 电泳仪、Ｇｕａｖａ ＥａｓｙＣｙｔｅ Ｍｉｎｉ Ｓｙｓｔｅｍ 流式细胞仪等.
１.３　 细胞与细胞培养

小鼠 ４Ｔ１ 乳腺癌细胞和 ＣＴ２６.ＷＴ 结直肠癌细胞(购自中国科学院细胞库)在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的条件

下ꎬ用含 １０％ ＦＢＳ 和抗生素(１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 链霉素)的 ＲＭＰＩ １６４０ 完全培养液培养.
１.４　 流式细胞术

收集对数生长期的 ４Ｔ１ 和 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞ꎬ计数ꎬ铺 ２×１０４ 细胞于 ９６ 孔板培养 ２４ ｈꎬ共 １４ 孔. 吸去
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７ 个孔上清后ꎬ不同浓度 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 培液(０、０.１、０.２５、０.５、１、２、３)ｍｍｏｌ / Ｌ 继续共培养 ２４ ｈ. 弃剩余 ７ 个

孔上清ꎬ３ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 培液继续培养细胞指定时间(０、４、８、１２、１６、２０、２４) ｈ. 用含 １％ ＦＢＳ 的

Ｄ￣ＰＢＳ 洗 ３ 次. 无酶消化液收集细胞ꎬ与含 １％ ＦＢＳ、５０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ ＤＩＢＯ Ａｌｋｙｎｅ 的 Ｄ￣ＰＢＳ 混

合ꎬ轻轻吹打混匀ꎬ室温、避光孵育 ６０ ｍｉｎ. 用含 １％ ＦＢＳ 的 Ｄ￣ＰＢＳ 洗 ４ 次. 用含 ４％多聚甲醛的 Ｄ￣ＰＢＳ 固

定细胞 １５ ｍｉｎ. 用 Ｄ￣ＰＢＳ 洗细胞 ３ 次. 用 ０.５ｍＬ Ｄ￣ＰＢＳ 重悬细胞. 流式细胞仪检测.
１.５　 免疫荧光技术

收集对数生长期的 ４Ｔ１ 和 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞ꎬ计数ꎬ２×１０４ 细胞分别与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 和 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｓｉａ 培液混匀ꎬ加入腔室培养室(各 ２ 个复孔)ꎬ培养 ２４ ｈ. 用含 １％ ＦＢＳ 的 Ｄ￣ＰＢＳ 洗 ３ 次. ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ ４８８ ＤＩＢＯ Ａｌｋｙｎｅ 的 Ｄ￣ＰＢＳ 与细胞混合ꎬ室温、避光孵育 ６０ ｍｉｎ. 用 ３％ ＢＳＡ 的 Ｄ￣ＰＢＳ 洗 ３ 次. 用 ４％
多聚甲醛固定细胞 １５ ｍｉｎꎬ０.２５％ Ｔｒｉｔｏｎ ® Ｘ－１００ 的 Ｄ￣ＰＢＳ 打孔细胞ꎬ室温 １５ ｍｉｎ. 用含 １％ ＢＳＡ 的

Ｄ￣ＰＢＳ 洗 ３ 次. 室温下干片(至无明显液体)ꎬ将培养玻片与腔体分离. 在培养细胞处滴加 ＰｒｏＬｏｎｇ ® Ｇｏｌｄ
Ａｎｔｉｆａｄｅ Ｒｅａｇｅｎｔ １ 滴ꎬ使其覆盖载玻片上的细胞ꎻ加盖清洁的盖玻片(片下不能有气泡)ꎬ室温下水平搁置、
避光干燥 ２４ ｈꎬ使封片剂固化. 荧光显微镜观察、采集图像.
１.６　 生物正交反应

２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 培液于 １０ ｃｍ 皿中培养 ４Ｔ１ 和 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞 ２４ ｈ. 用 １×ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次. １ ｍＬ
冷 ＲＩＰＡ 裂解液(裂解液 ∶蛋白酶抑制剂 ∶ＰＭＳＦ＝ １００ ∶１ ∶１)裂解细胞ꎬ晃动培养皿使裂解液覆盖整个皿底ꎬ
放置冰上 ３０ ｍｉｎꎬ每隔 １０ ｍｉｎ 晃动一次. 刮下细胞ꎬ将细胞裂解液吸至 １.５ ｍＬ ＥＰ 管. ４ ℃ꎬ１２ ５００ ｒｐｍꎬ离
心 １０ ｍｉｎ. 转移上清至 １.５ ｍＬ ＥＰ 管ꎬ９９ ℃加热 ６ ｍｉｎꎬ置于冰上 １０ ｍｉｎ. 加入 １５０ μＬ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＩＢＯ￣
Ｂｉｏｔｉｎ 充分混匀ꎬ室温孵育 ２ ｈ. 孵育结束后ꎬ取适量样品进行 ＢＣＡ 蛋白定量和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析.
１.７　 冰乙醇沉淀蛋白

取 １００ μＬ 生物素化蛋白溶液于 １.５ ｍＬ ＥＰ 管ꎬ沿管壁分次、缓慢加入 １ ｍＬ 冰乙醇(ｖ / ｖ ＝ １ / １０)ꎬ边加

边涡旋ꎬ－８０ ℃静置过夜.
１.８　 免疫沉淀

取－８０ ℃醇沉生物素化蛋白ꎬ４ ℃ꎬ１２ ５００ ｒｐｍꎬ离心 １０ ｍｉｎ. 弃上清ꎬ用 １ ｍＬ 冰乙醇清洗蛋白沉淀

２ 次. 将 ＥＰ 管置于冰上ꎬ待残留乙醇挥发干净. 用 ５０ μＬ~１００ μＬ ＰＢＳ 溶解蛋白沉淀. 完全溶解后ꎬ取适量

样品进行 ＢＣＡ 蛋白定量. 根据蛋白定量结果ꎬ取含 ２００ μｇ 生物素化蛋白溶液于 １.５ ｍＬ ＥＰ 管ꎬ加入 １０ μＬ
１.３ μｇ / μＬ ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体ꎬ涡旋混匀. ４ ℃震荡孵育过夜.

取 １００ μＬ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ｂｅａｄｓ 于 ０.５ ｍＬ ＥＰ 管. ４ ℃ꎬ３００ ｒｐｍꎬ离心 １ ｍｉｎ. 弃上清ꎬ用 ５００ μＬ １×ＰＢＳ 清洗

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ｂｅａｄ ３ 次ꎬ每次需静置 ５ ｍｉｎ. Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ｂｅａｄｓ 与上述抗原抗体孵育物充分混合ꎬ４ ℃震荡孵育过

夜. ４ ℃ꎬ３００ ｒｐｍꎬ离心 １ ｍｉｎ. 转移上清至 ０.５ ｍＬ ＥＰ 管. 用 ２００ μＬ １×ＰＢＳ 清洗 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ｂｅａｄｓ ３ 次ꎬ保留

洗液. 用 ５０ μＬ １×Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 重悬 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ｂｅａｄｓꎬ９９ ℃ꎬ煮样 ５ ｍｉｎ. ４ ℃ꎬ１２ ５００ ｒｐｍꎬ离心 １ ｍｉｎ. 分别

取上清、洗液和 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ｂｅａｄｓ 样品进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析.
１.９　 生物素化抗原与 ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体最佳结合比例

４ 管 ２００ μｇ 醇沉生物素化蛋白(４Ｔ１ 和 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞)与不同量 ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体(１、２.５、５、１０)μｇ 混

匀ꎬ４ ℃孵育过夜. 取 ２００ μＬ 磁珠 Ｇ 于 ０.５ ｍＬ ＥＰ 管ꎬ４ ℃ꎬ４０００ ｒｐｍꎬ离心 ３ ｍｉｎ. 弃上清ꎬ用 ５００ μＬ １×ＰＢＳ
清洗磁珠 Ｇ ３ 次ꎬ每次需静置 ５ ｍｉｎ. 用 ２００ μＬ １×ＰＢＳ 重悬磁珠 Ｇꎬ将其平分为 ４ 管ꎬ５０ μＬ /管. ４ ℃ꎬ４ ０００
ｒｐｍꎬ离心 ３ ｍｉｎ. 弃上清ꎬ磁珠 Ｇ 与上述抗原抗体孵育物混匀ꎬ室温孵育 ２ ｈ. ４ ℃ꎬ４０００ ｒｐｍꎬ离心 ３ ｍｉｎꎬ转
移上清至 ＥＰ 管. 用 ２００ μＬ １×ＰＢＳ 清洗磁珠 Ｇ ３ 次ꎬ保留洗液. 用 ５０ μＬ １×Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 重悬磁珠 Ｇꎬ
９９ ℃ꎬ煮样 ５ ｍｉｎ. ４ ℃ꎬ１２ ５００ ｒｐｍꎬ１ ｍｉｎ. 分别取上清、洗液和磁珠 Ｇ 样品进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析.
１.１０　 肿瘤疫苗的制备

细胞传代时用 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 培液培养 ４Ｔ１ 和 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞 ２４ ｈ 后ꎬ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ
培液再培养细胞 ２４ ｈ. 收集细胞进行裂解获得蛋白裂解液ꎬ加热变性后进行生物正交反应. 用冰乙醇沉淀

法除去蛋白溶液中未反应的生物素. 用适量 ＰＢＳ 复溶生物素化蛋白ꎬ并与适量 ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体混合ꎬ４ ℃
震荡孵育过夜.
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１.１１　 统计学分析

实验数据采用均值±标准差(Ｍｅａｎｓ±ＳＤ)表示ꎬ用 Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 或 ｔ检验来分析数据间的差异显著

性ꎬ图由 ＧｒａｐｈＰａｄ５.０ 软件完成. 实验重复 ３ 次以上ꎬＰ<０.０５ꎬ则具有统计学显著差异.

２　 结果与讨论

２.１　 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 代谢掺入到细胞的最佳掺入参数

流式细胞分析 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 代谢掺入条件参数ꎬ结果如图 １ 所示. 从图 Ａ 和 Ｃ 可以看出ꎬ随着

Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 浓度的增加ꎬ４Ｔ１ 和 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞的平均荧光强度逐渐增强ꎬ两者成正相关. 从图 Ｂ 和 Ｄ 可

以看出ꎬ３ ｍｍｏｌ / Ｌ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 培养细胞不同时间ꎬ随着培养时间的延长ꎬ４Ｔ１ 和 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞的平均荧

光强度先增加后降低再增加ꎬ呈折线形变化ꎬ且相邻培养浓度(时间)间具有显著性差异(∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗
Ｐ<０.００１) . 通过对总荧强度的分析ꎬ选择 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 最佳掺入浓度是 ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ最佳培养时间是 ２４ ｈ.

图 １　 流式细胞术检测 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 代谢掺入参数

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

图 ２　 免疫荧光检测 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 代谢掺入

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ

２.２　 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 通过糖代谢掺入到细胞

用免疫荧光技术直观考察 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 代谢掺入情况ꎬ结果如图 ２ 所示(Ａ 代表 ４Ｔ１ 细胞、Ｂ 代表

ＣＴ２６.ＷＴ 细胞)ꎬ两种细胞的 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 实验组有荧光且非常强烈ꎬ而 Ｓｉａ 对照组没有荧光. 这表明

Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 能通过细胞糖代谢途径掺入到 ４Ｔ１ 和 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞表面含唾液酸的糖蛋白中ꎬ使糖蛋白带

上叠氮基团.
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２.３　 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＤＩＢＯ 使叠氮化蛋白生物素化

收集 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 和 Ｓｉａ 代谢掺入的肿瘤细胞蛋白溶液ꎬ变性后与 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＤＩＢＯ 进行生物正交反应ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测叠氮化蛋白的生物素化情况ꎬ结果如图 ３ 所示. 从图 Ａ 和 Ｂ 可以看出ꎬＡｃ４ＭａｎＮＡｚ 实验

组有目的条带ꎬ且比 Ｓｉａ 对照组条带明显ꎬ说明 Ｂｉｏｔｉｎ￣ＤＩＢＯ 能高效地使叠氮修饰的糖蛋白生物素化.

　 　 Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ 和 Ｓｉａ 对 ４Ｔ１ 和 ＣＴ２６.ＷＴ 肿瘤细胞进行代谢标记ꎬ然后进行生物正交反应ꎬＷＢ 测蛋白的生物素化(Ａ 代表

４Ｔ１ 细胞、Ｂ 代表 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞) . Ｃ、Ｄ 分别是对 Ａ 和 Ｂ 结果进行的灰度分析. ｎ＝ ３ꎬ∗∗∗ Ｐ<０.００１.
图 ３　 肿瘤蛋白生物素化的鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｉｏｎ

　 　 生物素化蛋白与适量 ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体进行免疫沉淀反应ꎬＷＢ 检测蛋白交联情况(Ａ 代表 ４Ｔ１ 细胞、Ｂ 代表 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞) . Ｃ、Ｄ 分

别是对 Ａ 和 Ｂ 结果进行的灰度分析. ｎ＝ ３ꎬ∗∗∗ Ｐ<０.００１.
图 ４　 免疫复合物的鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ

２.４　 生物素化蛋白与 ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体交联成免疫复合物

醇沉生物素化蛋白与 ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体混匀ꎬ４ ℃震荡孵育过夜ꎬＰｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ｂｅａｄｓ 富集交联复合物进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬ结果如图 ４ 所示. Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ｂｅａｄｓ 样品有生物素化蛋白条带ꎬ而上清、一洗和二洗样品中
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几乎没有目的条带ꎬ从而证明生物素化蛋白能与 ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体交联成免疫复合物ꎬ且是高效的.
２.５　 生物素化蛋白与 ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体的最佳结合比例

１００ μｇ 醇沉生物素化蛋白与不同量的 ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体混合ꎬ４ ℃震荡孵育过夜后ꎬ磁珠 Ｇ 负载交联复

合物进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬ结果如图 ５ 所示(Ａ 代表 ４Ｔ１ 细胞、Ｂ 代表 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞) . 从图 Ａ 和图 Ｂ 可

以看出ꎬ随着 ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体量的增加ꎬ交联复合物的量也增加ꎬ两者成正相关ꎻ但对于 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞ꎬ当
抗体量为 ２.５ μｇ 和 ５ μｇ 时ꎬ交联复合物条带几乎一致ꎬ说明 ２.５ μｇ ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体几乎已达到饱和. 综合

考虑ꎬ４Ｔ１ 细胞的抗原抗体最佳孵育比例是 ２０ ∶１ꎬ而 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞的孵育比例是 ２５ ∶１.

图 ５　 生物素化蛋白与 ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体最佳结合比例的鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｂｉｏ￣ＴＡｇｓ ｔｏ ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ

图 ６　 生物素化抗原及抗原抗体复合物检测

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏ￣ＴＡｇｓ ａｎｄ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ

２.６　 肿瘤疫苗制备的检测

蛋白免疫印迹及免疫沉淀技术对制备疫苗的各步骤进行检测ꎬ确保叠氮糖的代谢掺入、生物正交反应

以及抗原抗体反应等步骤的有序进行ꎬ保证疫苗组成成分的均一性及疫苗的有效性ꎬ结果如图 ６ 所示

(Ａ 代表 ４Ｔ１ 细胞、Ｂ 代表 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞) . 从图 Ａ 和 Ｂ 可以看出ꎬ用于免疫的肿瘤抗原都高度均一地进

行了生物素化标记ꎬ并能与 Ａｎｔｉ￣Ｂｉｏｔｉｎ 抗体高效地交联成免疫复合物.

—７９—
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３　 结论

肿瘤是世界范围内导致死亡的常见疾病ꎬ诸如乳腺癌、结直肠癌等难治性肿瘤ꎬ三大传统疗法尚且无

法显著改善患者存活率ꎬ因此ꎬ治疗重心转向肿瘤免疫治疗. 在过去的几十年里ꎬ肿瘤疫苗一直被专门研

究ꎬ并在肿瘤治疗方面取得卓越成就. 迄今为止ꎬ用于治疗 ＢＣ 和 ＣＲＣ 的肿瘤疫苗虽能诱发机体产生免疫

应答ꎬ但是应答持续时间短且强度弱. 目前ꎬ还未有 ＦＤＡ 批准的用于治疗 ＢＣ 的疫苗[１２]ꎬ也没有一种治疗

ＣＲＣ 的肿瘤疫苗在大型 ＩＩＩ 期试验中显示出临床益处[１３－１４] .
本研究结果显示ꎬ利用化学生物学方法ꎬ可将 ４Ｔ１ 和 ＣＴ２６.ＷＴ 细胞广谱肿瘤抗原与 ＩｇＧ１ 亚型 Ａｎｔｉ￣

Ｂｉｏｔｉｎ 抗体桥接成免疫复合物(疫苗)ꎬ使广谱抗原通过特定激活性吞噬受体(Ｆｃ ＲｅｃｅｔｏｒꎬＦｃＲ)途径递送给

ＡＰＣｓ. 这种疫苗制备方法简单、快速且经济. 理论上ꎬ叠氮化修饰封闭了肿瘤抗原上的唾液酸位点ꎬ避免了

唾液酸化抗原介导的免疫耐受[１５]ꎻ多种抗原通过 ＦｃＲ 被 ＡＰＣｓ 摄取后ꎬ能通过下游激活性信号基序诱发

机体产生激活性抗肿瘤免疫应答ꎬ而非抑制性抗肿瘤免疫应答[１６－１７]ꎬ但是缺乏动物实验对疫苗的有效性

进行验证. 因此ꎬ在后续研究中ꎬ拟进行细胞学实验和动物实验以评估疫苗的免疫效果. 在细胞水平上ꎬ分
离、培养小鼠骨髓 ＤＣｓꎬ检测肿瘤抗原对 ＤＣｓ 表面分子及细胞因子表达的影响ꎬ包括 ＭＨＣⅠ、ＭＨＣⅡ、
ＣＤ４５、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＩＦＮ￣γ、ＩＬ１２ 等ꎻ在动物水平上ꎬ以 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠为材料ꎬ建立预防性和治疗性小鼠异位

移植瘤模型ꎬ检测小鼠肿瘤生长速率、存活率、外周血中不同类型淋巴细胞的数量如 ＣＤ８＋Ｔ、ＣＤ４＋Ｔ、调节

性 Ｔ 细胞和特异性抗体. 在建立动物模型时采用鼠源性细胞系而非个性化人源肿瘤细胞ꎬ因此ꎬ在验证鼠

源肿瘤细胞抗原疫苗的有效性后ꎬ还需采用人源肿瘤细胞抗原对小鼠进行免疫以评估其有效性ꎬ且人源肿

瘤细胞对人的抗原效果仍存在相应的不确定性. 此外ꎬ免疫佐剂的选择、免疫剂量和时序等问题也有待

研究[１８] .
总之ꎬ本研究利用化学生物学方法将特定激活性吞噬受体的配体与广谱肿瘤抗原桥接成免疫复合物ꎬ

这只是实现相应目标的第一步ꎬ后续还需通过动物实验来评估疫苗的疗效ꎬ但也为临床上乳腺癌、结直肠

癌乃至其他癌症的治疗提供了借鉴和参考ꎬ为肿瘤免疫治疗提供了新的方法和新的研究理论.
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